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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Vodni osliček Asellus aquaticus (L.) (Isopoda: Crustacea) je splošno razširjen bentoški 
nevretenčar. A. aquaticus je edina vrsta svojega rodu, ki je poselila velik del Evrope 
(Williams, 1962; Sket, 1994; Henry in Magniez, 1983). Sket (1994) navaja, da podvrsta A. 
a. aquaticus naseljuje večino območja, opisal pa je diverzifikacijo predvsem v jugo-
vzhodnih predelih habitata vrste. Vodni osliček je plen tako nevretenčarskim kot 
vretenčarskim plenilcem (Berglund, 1968; Rask in Hiisivouri, 1985; Verrel, 1985).  
 
Asellus aquaticus se uporablja kot modelni organizem za študije v mnogih disciplinah. 
Zaradi svoje razširjenosti in vključenosti v biološke procese, je A. aquaticus primerna 
modelna vrsta na področju ekologije voda (Whitehurst in sod., 1991; Macneil C. in sod., 
2002; Hasu, 2008), evolucije (Verovnik in sod. 2004, 2005; Vick in Bloom, 2010; Protas 
in sod., 2011; Konec in sod., 2015) in ekotoksikologije (Fraser, 1978; Tolba in Holdich, 
1981; Van Ginneken in sod., 2017). Je ključen organizem v mnogih biotičnih indeksih in 
dober pokazatelj zunanjih vplivov na vodotok (Hasu, 2008). Enakonožni raki so primerni 
modelni organizmi, ker jim lahko merimo fiziološke spremembe, t.i. biomarkerje na 
različnih nivojih biološke kompleksnosti (Drobne in sod., 2008). Za primerno uporabo 
aktivnosti encimov kot biomarker za onesnaženje je potrebno dobro razumevanje njihove 
variabilnosti zaradi biotskih in abiotskih faktorjev (Pfeifer in sod., 2005; Tišler in sod. 
2009; Xuereb in sod. 2009b). Zato je treba v modelni vrsti določiti vpliv intrinzičnih 
lastnosti, kot so spol, velikost in reproduktivni status ter vpliv abiotskih faktorjev, kot so 
letni časi in fizikalno-kemijski parametri habitata na aktivnost encimskih biomarkerjev 
(Xuereb in sod. 2009b). 
 
V literaturi so podatki o vplivu temperature (Lagerspetz in Bowler, 1993; Menezes in sod., 
2006; Cailleaud in sod., 2007; Zhou in sod., 2010) ter svetlobe (Buikema 1972; Fanjul-
Moles in sod., 1998; Li in Cooper, 2002; Simčič in sod. 2007; Fišer in sod. 2016; Luarte in 
sod. 2016) na različne vedenjske in fiziološke parametre različnih vrst rakov. Pri pregledu 
literature pa nismo našli eksperimentov, ki bi opisovali vpliv svetlobe in temperature pri 
vodnemu osličku. 
 
Predhodne raziskave so pokazale, da med jamskimi in površinskimi populacijami A. 
aquaticus obstajajo razlike v morfologiji (Turk in sod., 1996; Prevorčnik in sod., 2004), 
genetiki (Verovnik in sod., 2003; Verovnik in sod., 2004; Protas in sod., 2011; Konec in 
sod. 2015) in metabolizmu (Hervant in sod., 1996, 1997, 2001, 2002; Issartel in sod., 2005; 
Jemec in sod., 2017). Nedavno so Jemec in sod. (2017) pokazali, da imajo vodni oslički iz 
jamskega okolja izrazito nižjo in manj variabilno aktivnost antioksidativnih encimov 
(glutation S-transferaza - GST, katalaza) ter encima acetilholinesteraza (AChE), ki je del 
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holinergičnega sistema, kot površinski. V nadaljevanju nas je zato zanimalo, ali podoben 
trend v encimskih aktivnostih dobimo tudi v primeru, če površinske in jamske osličke v 
laboratoriju izpostavimo simuliranim jamskim, površinskim in vmesnim svetlobnim in 
temperaturnim razmeram. 
 
1.2 NAMEN RAZISKAV 
Namen magistrske naloge je bil proučiti vpliv svetlobnega režima in temperature na 
aktivnost encimov glutation S-transferaza (GST) ter acetilholinesteraza (AChE) v 
površinski in jamski populaciji A. aquaticus. V laboratoriju smo simulirali tri možne 
okoljske režime. To so jamski, površinski pri nizki temperaturi (11 ºC) in površinski pri 
višji temperaturi (20 ºC). Pri površinskih razmerah smo dnevno-nočni svetlobni cikel 
simulirali z lučjo, ki je bila 16 ur prižgana in 8 ur ugasnjena (16:8 ur svetloba:tema). S 
poskusi smo želeli preveriti, če se površinske in jamske populacije A. aquaticus drugače 
odzivajo na svetlobo in temperaturo na biokemijskem nivoju organizma. Poleg tega smo 
želeli ugotoviti, če se biokemijski odzivi organizmov iz istega habitata na svetlobo in 
temperaturo med seboj razlikujejo glede na čas vzorčenja in s tem povezano strukturo 
populacije. 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
1. Pričakujemo, da se bo aktivnost encimov GST v organizmih po prenosu v 
laboratorij znižala, v nasprotnem primeru bi pomenilo, da se je organizmom zvišala 
stopnja metabolizma.  
2. Večjih sprememb aktivnosti encimov AChE zaradi prenosa v laboratorij ne 
pričakujemo. 
3. Glede na literaturo in fiziološko vlogo pričakujemo večje spremembe v aktivnosti 
antioksidativnih oz. detoksifikacijskih encimov GST, kot v encimu holinergičnega 
sistema AChE pri različni temperaturi in režimu svetlobe.  
4. Pričakujemo, da se bodo jamski in površinski vodni oslički na simulirane razmere 
odzvali drugače.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ASELLUS AQUATICUS 
Asellus aquaticus (Linne), oziroma s slovenskim imenom vodni osliček, je detritivorni in 
herbivorni sladkovodni enakonožni rak (Marcus in sod. 1978; Moore, J. 1975; Graça in 
sod., 1994). Je edini svojega rodu, ki je uspešno poselil večino Evrope, z izjemo nekaterih 
Mediteranskih držav (Williams, 1962; Maltby, 1991; Sket in sod., 1994). Verjetno izhaja iz 
Azije (Sket, 1994). 
 
Je nadvse generalistična in prilagodljiva vrsta, ki je prisotna v litoralnih in sublitoralnih 
delih večine evropskih mezotrofnih in evtrofnih sladkovodnih sistemih (Van Hattum in 
sod., 1989). Najdemo jo na raznolikih talnih substratih, kot so makrofiti, filamentozne alge, 
detritu, kamnih in zgornjih slojih mehkega sedimenta (Van Hattum in sod., 1989). Hrani se 
z detritom, glivami, bakterijami, algami, makrofiti in njihovimi perifiti (Williams, 1962; 
Marcus in sod., 1978; Murphy in Learner, 1982). V laboratorijskih poskusih so jih hranili z 
listi jelše (Alnus glutinosa) (Maltby, 1991; Lagerspetz in Bowler, 1993; Bloor, 2011). 
Vrsto so našli tudi v brakičnih habitatih (Gruner, 1965), v nekaterih lokacijah so prenašali 
slanost celo do 15 ppt (Köhn in Gosselck, 1989). Naseljuje tako čiste potočne vodotoke kot 
organsko onesnažene vode (Sket, in sod., 1994).  
 
Filogeografske raziskave kažejo, da se je vrsta po Evropi najverjetneje razširila iz 
zahodnega dela Panonske nižine, pred 8 - 12 milijoni let po štirih večjih poteh: južno po 
Balkanu, jugozahodno proti Apeninskem polotoku, severovzhodno v Srednjo Evropo in 
proti regiji Dinarskega Krasa. Na širitev je najbolj vplivala povezanost sladkovodnih 
habitatov. Genetska raznovrstnost je najvišja v populacijah, ki živijo v velikih rekah 
(Verovnik in sod., 2005).  
 
Vodni osliček je jame poseljeval po vsej Evropi, vendar znake popolne izolacije kažejo 
samo populacije v Romuniji in Sloveniji (Sket, 1994). Te populacije imajo delno ali 
popolnoma depigmentirano telo in oči, nekatere pa imajo tudi degenerirane oči (Sket, 
1994). 
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2.2 ŽIVLJENJSKI CIKEL POVRŠINSKIH POPULACIJ VODNEGA OSLIČKA  
Rast in razmnoževanje pri vodnem osličku sta močno vezana na okoljske pogoje. Rast se 
začne, ko voda doseže vsaj 3 – 5 °C (Andersson, 1969; Økland, 1978), razmnoževanje pa 
se začne pri 7 – 8 °C (Økland, 1978). V plitvem stoječem vodnem telesu vodni osliček živi 
v habitatih z velikimi sezonskimi nihanji temperature (Økland, 1978). Vrsta tolerira celo 
nizke temperature blizu zmrzišča (Gruner, 1965).  
Razmnoževalni cikel, ki načeloma velja za Zahodno in Srednjo Evropo, je sledeči:  
 
1) V februarju se začne parjenje. Najprej se razmnožujejo starejše samice, ki so 
prezimile, dolge 6 - 8 mm (Steel, 1961; Gruner, 1965; Økland, 1978). 
2) Poleti se začne razmnoževati spomladanska generacija, ki doseže spolno zrelost pri 
dolžini 3 - 4 mm. Ta ima potomce v jesenski generaciji, ki se ne razmnožuje 
ampak, prezimi (Steel in sod. 1961; Gruner, 1965). 
 
Vodni oslički imajo eno sezono parjenja od februarja do oktobra (Steel, 1961; Aston in 
Milner 1980; Manning, 1980; Murphy in Learner, 1982), z dvema vrhuncema (Steel, 1961; 
Økland, 1978) aprila in septembra, ko je ovigerih 60 % samic (Steel, 1961). Økland (1978) 
pravi, da je čas rasti odvisen od temperature vode. Maja samice spomladansko generacijo 
spustijo v okolje in sta v populaciji dve generaciji vodnega oslička. Do junija umrejo 
skoraj vse živali prejšnje generacije in se začne razmnoževati majska generacija vodnega 
oslička (Steel, 1961). Steel (1961) navaja, da je spomladi po oploditvi več samic, ker samci 
umrejo kmalu po uspešni kopulaciji. Unwin (1920) navaja, da je inkubacijski čas legla 
vodnega oslička 30 - 34 dni. Steel (1961) navaja, da je v laboratoriju na sobni temperaturi 
inkubacijski čas legla 16 - 18 dni, na terenu pa 1 - 3 mesece. Økland (1978) pa pri 
populaciji iz Jugovzhodne Norveške opisuje inkubacijski čas 23 - 25 dni. Večji osebki 
imajo v laboratoriju nižjo stopnjo preživetja (Ridley in Thompson, 1979; Hasu in sod. 
2008).  
 
V literaturi nismo našli podatkov o življenjskem ciklu jamskih populacij vodnega oslička. 
 
2.3 VPLIV SVETLOBE IN TEMPERATURE NA NEVRETENČARJE 
Okoljski parametri, še posebej temperatura in svetloba, so veliko bolj stabilni v jamskih 
okoljih v primerjavi s površinskimi (Culver in Pipan, 2009). Načeloma velja, da nizke 
temperature vplivajo na življenjsko dobo in razmnoževalni cikel - konkretno so pri vodnem 
osličku ugotovili, da nizke temperature vplivajo na vodnega oslička tako, da se jim 
podaljša življenjska doba in razmnoževalni cikel (Økland, 1978; Andersson, 1969). 
Posledica višjih temperatur na vodnega oslička pa je hitrejša rast, krajši razmnoževalni 
cikel zaradi zmanjšane inkubacijske dobe jajc in posledično krajša življenjska doba (Aston 
in Milner, 1980). Bjerknes (1974) je opisal podoben vpliv temperature na razmnoževanje 
in rast postranice Gammarus lacustris. Migliore in sod. (1982) so opisali, da se 
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Sredozemske populacije vodnega oslička načeloma razmnožujejo vse leto, vendar pozimi 
zaradi krajše fotoperiode med zaporednimi oploditvami poteče dvakrat več časa. 
 
Ko so vodne osličke prenesli iz 3 - 10 °C na 20 °C ali obratno, so kazali znake termalne 
prilagoditve, ki so se izrazili kot toplotna toleranca, sprememba refleksnega vedenja in 
mišične funkcije (Ushakov in Pashkova, 1984; Lagerspetz, 2003). Te prilagoditve so bile 
dokončne v 6 - 8 dneh. Učinki prilagoditev so bili statistično značilno različni že po dveh 
dneh. Najbolj odporni osebki vodnega oslička brez dolgoročne škode prenesejo 
temperature do 30 °C (Salih in Grainger, 1978). Daljši dnevi in intenziteta svetlobe, 
vključno z zadostno temperaturo vode, povečajo rast in stopnjo razmnoževanja vodnega 
oslička (Andersson, 1969). Tadini in Valentino (1969) sta navedla, da je prisotnost 
zimskega obdobja brez razmnoževanja v populacijah vodnega oslička Zahodne in Srednje 
Evrope najverjetneje genetsko pogojena in je rezultat selekcije. Ta adaptacijska strategija 
je vezana na svetlobni dražljaj in prekine razmnoževanje še preden jeseni padejo 
temperature. Nizke temperature povzročijo smrt jajc in mladičev vodnega oslička. 
 
Scaps in Borot (2000) poročata, da vpliv temperature pri mnogoščetincu Nereis 
diversicolor traja stresno samo 2 dni, nato izzveni. Li in Cooper (2002) sta pokazala, da 
bela svetloba vpliva na vedenje jamske populacije slepega potočnega raka Orconectes 
australis packardi, saj je bilo število interakcij med raki znatno nižje. Simčič in Brancelj 
(2007) sta analizirala vpliv svetlobe na porabo kisika pri jamski vrsti postranice Niphargus 
stygius in površinski vrsti postranice Gammarus fossarum in odkrila, da pri površinski vrsti 
svetloba ni imela vpliva, pri jamski pa je svetloba sprožila stresni odziv in povišala stopnjo 
metabolizma. Površinska vrsta je imela tudi v temi višjo metabolno aktivnost. Fišer in sod. 
(2016) so izvajali vedenjske eksperimente na 10 vrstah jamskih in 10 vrstah površinskih 
postranic. Opisali so, da se je vseh 10 jamskih vrst izogibalo svetlobi. Pri površinskih 
vrstah pa je bilo odvisno od posameznih vrst in tudi od posameznih organizmov znotraj 
vrst. Nekateri so se umikali svetlobi, nekateri so iskali svetlobo, nekateri pa niso 
spreminjali vedenja. 
  
Fanjul-Moles in sod. (1998) so opazovali vpliv svetlobe na potočne rake Procambarus 
clarkii in Procambarus digueti. Obe vrsti sta se na svetlobo odzvali z znižanjem porabe 
kisika, povišanjem koncentracije laktata v hemolimfi in znižanjem stopnje gibanja. Prva 
vrsta je v prvem tednu znižala porabo kisika in v drugem zvišala porabo kisika, druga vrsta 
pa je tudi v drugem tednu imela porabo kisika pol manjšo od kontrole. Stopnja gibanja se 
je znižala pri obeh. Smrtnost P. digueti zaradi svetlobe je bila skoraj 70 %, P. clarkii pa so 
se prilagodili na laboratorijske pogoje. Njihovi rezultati so nakazali, da svetloba vpliva na 
nevralne in endokrine strukture odgovorne za uravnavanje vedenja in metabolne funkcije. 
 
Naravna svetloba igra ključno vlogo pri različnih organizmih in ekoloških procesih 
(Gaston in sod., 2012). Svetlobno onesnaženje vpliva na drastično znižanje gibanja, 
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prehranjevanja in stopnjo rasti kopenske obalne postranice Orchestoidea tuberculata 
(Luarte in sod., 2016).  
 
2.4 RAZLIKE MED JAMSKO IN POVRŠINSKO PODVRSTO V SLOVENIJI 
V Sloveniji odprte doline okoli večjih vodotokov poseljuje podvrsta A. aquaticus 
aquaticus, ki je splošno prisotna po večini Evrope (Sket, 1994). Značilnosti te podvrste so 
pigmentirano telo in oči, majhne respiratorne areae IV-V pleopodov, nesimetrični izrez 
zunanjega roba samčevega pleopoda I in dolge okončine z zelo neenakomernimi členi in 
podaljšanimi distalnimi deli (Sket, 1994). 
 
Slovenska podzemna podvrsta A. a. cavernicolus je povsem depigmentirana, ima 
reducirane oči in kutikularne strukture. S podaljšanim telesom in okončinami bolj 
učinkovito izrablja energijske vire (Turk in sod., 1996). Nekatere fiziološke značilnosti, 
kot so čas levitve, kopulacija in razvoj valilne vrečke, namigujejo da je podvrsta jame 
poselila relativno pred kratkim (Lattinger-Penko, 1979). 
 
Verovnik in sod. (2004) so primerjali molekularno varianco med populacijami glede na 
ekologijo in hidrogeografijo in ugotovili, da ni bilo genetskih razlik glede na različne 
ekotipe, so pa bile razlike glede na vodotok. Zaključili so, da je delitev na površinske in 
jamske ekotipe nenaravna in je veliko bolj pomembno v katerem današnjem ali 
zgodovinskem vodotoku so bile populacije. Zato je verjetno prišlo do več neodvisnih 
vselitev jam. 
  
2.5 BIOKEMIJSKI BIOMARKERJI 
Beseda biomarker se prvič pojavi v medicinski literaturi leta 1980 (Paone in sod.). 
Biomarkerje lahko razdelimo v biomarkerje izpostavitve in biomarkerje učinka 
(Kammenga in sod., 2000). Biomarkerji izpostavitve so izmerjeni odzivi organizma, ki 
kažejo interakcijo med ksenobiotikom in tarčno molekulo ali celico (Roberts in Oris, 
2004). Za ekotoksikološke študije imajo najširšo uporabo biomarkerji na nivoju 
individualnega organizma ali na nižjih nivojih, kot so npr. tkivni, celični, biokemijski, 
genetski, itd. (Depledge, 1994). 
 
Svetovna zdravstvena organizacija WHO (Robinson A. in sod., 1993) na široko definira 
biomarker kot skoraj katerokoli meritev, ki zrcali interakcijo med biološkim sistemom in 
potencialnim tveganjem, ki je lahko kemijsko, fizikalno, ali biološko. Izmerjen odziv je 
lahko fiziološki, biokemijski na celičnem nivoju, ali pa molekularna interakcija. To se 
sklada z definicijo Van Gestel in Van Brummelen (1996), ki sta v namene ekotoksikologije 
navedla, da je biomarker kakršenkoli odziv organizma ali njegovih produktov na okoljsko 
kemikalijo, ki kaže na odstop od normalne vrednosti. Definicijo sta omejila na 
biokemijske, fiziološke, histološke in morfološke meritve. Biomarkerji so pogosto cenejši 
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in je z njimi lažje in hitreje oceniti učinek substance ali drugih dejavnikov na organizem 
(Aronson, 2005). Z biomarkerjem lahko ocenjujemo patološki učinek tudi, če ne poznamo 
točnega mehanizma delovanja (Aronson, 2005). Biomarkerji se na molekularnem nivoju 
hitro odzovejo na dražljaj, ampak imajo omejeno vrednost, če ne vemo, kako se povezuje 
biomarker in učinek na višjih nivojih biološke organizacije (Depledge in sod., 1994; Moore 
in sod., 2004). 
 
2.6 PROUČEVANI BIOMARKERJI 
2.6.1 Glutation S-transferaza (GST) 
Glutation S-transferaze (GST) so družina biotransformacijskih encimov, ki katalizirajo 
konjugacijo glutationa (GSH) z raznimi elektrofilnimi metaboliti in preprečujejo 
oksidativne poškodbe tako, da konjugirajo razpadne produkte lipidnih peroksidaz z 
glutationom (Ketterer in sod., 1983, Booth in O’Halloran 2001). Nekateri GST izocimi 
kažejo peroksidazno aktivnost (Ketterer in sod., 1983; Hayes in Pulford, 1995). GST 
sodelujejo tudi pri raztrupljanju ksenobiotikov (Halliwell in Gutteridge, 2015). 
Konjugacija glutationa z elektrofilnim centrom ksenobiotika poveča njegovo vodotopnost, 
kar omogoči transport in razgradnjo ksenobiotika (Oakley, 2011). Reaktivne kisikove 
zvrsti (ROS) neprestano nastajajo predvsem v mitohondrijih, kot neželjeni stranski 
produkti oksidativnega metabolizma (Sohal, 1997). Zato spremembe v porabi kisika in s 
tem v stopnji metabolizma lahko povzročijo večjo dejavnost antioksidantnih encimov 
(Correia in sod., 2003). 
 
Antioksidantne encime lahko inducirajo poleg različnih okoljskih razmer, kot je 
onesnaženje, tudi endogeni in eksogeni faktorji kot so starost (Hole in sod., 1993; Peters in 
Livingstone, 1996; Arun in Subramanian, 1998), prehrana (Peters in sod., 1994), letni čas 
in reproduktivni cikel (Viarengo in sod. 1991; Solé in sod., 1995). GST je zelo odziven na 
okoljske spremembe (Barata, 2005). Spremembe temperature, nivojev kisika in slanosti 
lahko povzročijo stres preko neravnotežja med produkcijo reaktivnih kisikovih zvrsti 
(ROS) in njihovo eliminacijo. Zaradi zvišanja temperature se drastično poveča proizvodnja 
ROS, zato lahko sklepamo, da je oksidativni stres povezan s kakršnimkoli stresom iz 
okolja in da vpliva na stopnjo metabolizma (Lushchak, 2011).  
 
Buikema (1972) je v laboratoriju delal eksperiment vpliva svetlobe na porabo kisika glede 
na velikost vodne bolhe Daphnia pulex. Ugotovil je, da intenziteta svetlobe linearno vpliva 
na porabo kisika pri večjih (in s tem starejšh) primerkih. Na juvenilne osebke pa intenziteta 
svetlobe ni vplivala. Olsen in sod. (2001) so vzorčili na trinajstih neonesnaženih mestih rek 
in primerjali vpliv triindvajsetih okoljskih faktorjev na GST in AChE. Odkrili so, da 
aktivnost encimov med populacijami vodnih ličink dvokrilca Chironomus riparius niha 
zaradi razlik v okoljskih razmerah med mesti vzorčenja. Na dveh mestih vzorčenja kjer so 
izmerili najvišji pH vode (pH 8,1 in 8,4) je bila aktivnost GST najvišja. Najnižjo aktivnost 
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AChE so izmerili na mestu vzorčenja z najvišjo električno prevodnostjo vode (724 μS). 
Največje razlike v aktivnosti encimov so bile med vzorci ličink iz različnih rek.   
 
V laboratorijski razmerah se je aktivnost GST rjavi kozici Crangon crangon drastično 
znižala v primerjavi z aktivnostjo izmerjeno v prostoživečih populacijah. Omeniti velja, da 
niso opazili sprememb glede na temperaturo (Menezes in sod. 2006). Cailleaud in sod. 
(2007) poročajo, da so imeli ceponožci po 72 urah v laboratoriju več kot 80 % nižjo 
aktivnost GST v primerjavi s prostoživečimi osebki. Lawniczak in sod. (2013) so pri 
podzemni vrsti postranice opisali, da se ob pomanjkanju kisika v tkivih zviša aktivnost 
antioksidantnih encimov. Domnevajo, da se pripravijo na morebitno nenadno zvišanje 
koncentracije kisika in posledični nastanek ROS. Hervant in sod. (1997) so pokazali, da so 
podzemne vrste rakov bolje prilagojene na stradanje in so ob pomanjkanju hrane drastično 
znižale gibanje, porabo kisika in stopnjo utripanja pleopodov. Površinska populacija 
vodnega oslička pa je veliko manj omejila svoje gibanje, porabo kisika in stopnjo dihanja 
ter na dolgi rok tudi ni preživela. Povišana temperatura vpliva na ekspresijo GST in drugih 
antioksidantnih encimov pri kozici Litopenaeus vannamei (Zhou in sod., 2010).  
 
2.6.2 Acetilholinesteraza (AChE) 
Acetilholinesteraza je evolucijsko ohranjena serinska hidrolaza (Soreq, 2001; Silman in 
Sussman, 2005). Igra ključno vlogo pri regulaciji prenosa električnih signalov preko 
sinapse. Odgovorna je za hidrolitično razgradnjo acetilholina, ki je primarni 
nevrotransmiter v čutilnih in nevromuskularnih sistemih pri večini živalskih vrst (Xuereb 
in sod. 2009b). Inhibicija AChE privede do prekomerne stimulacije centralnega in 
perifernega živčevja, kar ima škodljive nevrotoksične vplive na organizme in ima lahko 
smrtni izid (Xuereb in sod. 2009a). Membranska oblika AChE je večinoma povezana s 
centralnim živčevjem, kjer najverjetneje sodeluje pri prenosu električnih signalov med 
sinapsami (Kim in sod., 2013). AChE niso izražene samo v sinapsah, ampak tudi v drugih 
tkivih, kar namiguje, da imajo tudi druge neholinergične vloge (Layer in Willbold, 1995; 
Wessler in sod., 1999; Paraoanu in Layer, 2008; Guo in sod., 2004; Grando in sod., 2015; 
Thangaraj in sod. 2016). AChE je zelo občutljiv biomarker za določanje prisotnosti 
organofosfatov (Roex in sod. 2003). Študije so pokazale, da je inhibicija holinesteraz pri 
ribah povezana z zmanjšanjem fizične vzdržljivosti (Van Dolah in sod., 1997), 
neprekinjeno fizično aktivnostjo, izrazitimi vedenjskimi odzivi na svetlobne dražljaje 
(Kumar in Chapman, 1998), zmanjšanjem hitrosti plavanja (Beauvais in sod., 2000; 
Sismeiro-Vivas in sod., 2007) ter zmanjšanjem stopnje hranjenja (Castro in sod., 2004). Pri 
določenih vodnih nevretenčarjih pa inhibicija holinesteraz povzroči spremembo 
prehranjevalnega vedenja (Comoglio in sod., 2005; Cooper in Bidwell, 2006; Garcia-de la 
Parra in sod., 2006), nekoordinirano gibanje in nekontrolirano krčenje telesa (Kristoff in 
sod., 2006).  
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Jensen in sod. (1997) so opazovali stopnjo lokomotorne aktivnosti in aktivnost encimov 
AChE v odzivu na različne koncentracije organofosfata pri hroščih vrste Pterostichus 
cupreus. Vpliv organofosfata je bil na posamezne osebke P. cupreus raznolik. Hkrati so 
spremljali še lokomotorno aktivnost hroščev in pokazali, da ima inhibicija membranskih 
encimov AChE jasno povezavo z znižanjem lokomotorne aktivnosti in prekinjenim 
vzorcem gibanja. Pri višjih koncentracijah organofosfata je bila stopnja lokomocije zaradi 
inhibicije AChE pri obeh spolih podobna. Pri nižjih koncentracijah organofosfata pa so 
opazili razliko glede na spol. Pri samicah P. cupreus, v primerjavi s kontrolo, pri najnižji 
uporabljeni koncentraciji organofosfata, kljub 29 % inhibiciji AChE, ni bilo razlik v 
lokomotorni aktivnosti. Pri samcih pa so v primerjavi s kontrolo, pri enaki koncentraciji 
organofosfata in 27 % inhibiciji AChE že opazili drastične spremembe v lokomociji. 
Nasprotno temu so poročali Cymborowski in sod. (1970), ki so merili aktivnost AChE v 
možganih hišnih čričkov Acheta domesticus in opisali, da se aktivnost zniža pri višji 
stopnji gibanja, kar je bilo povezano z dnevno-nočnim ciklom vrste. Lokomotorna 
aktivnost in dihanje sta se povišala zaradi učinka več onesnažil pri postranici Hyalella 
azteca (Gauthier in sod. 2016). Jemec in sod. (2007) so opisali, da niso opazili 
pričakovanega znižanja aktivnosti AChE in GST vodnih bolh (Daphnia magna), ko so s 
Cr6+ in Cd2+ povzročili negibnost živali. Opisali so, da je koncentracija kemikalij 
sorazmerno povezana z inhibicijo gibanja vodnih bolh. Aktivnosti AChE in GST pa so bile 
neodvisne od koncentracije testiranih kemikalij. Printes in Callaghan (2004) sta z 
organofosfatom inhibirala aktivnost AChE D. magna do 70 %, ampak v primerjavi s 
kontrolo niso opazili negibnosti.  
 
Xuereb in sod. (2009b) so pri postranici Gammarus fossarum raziskovali aktivnost 
encimov AChE glede na različne endogene in eksogene faktorje. Razlike v aktivnosti 
AChE so našli samo pri samicah sredi reproduktivnega cikla, ko so se v valilniku izlegli 
mladiči. Izven reproduktivnega cikla ni bilo razlik v aktivnosti AChE med samci in 
samicami. Aktivnost AChE so merili postranicam, ki so bile izpostavljene različnim 
temperaturam vode, vendar niso našli statistično značilnih razlik. Najnižje aktivnosti AChE 
so izmerili postranicam iz okolja spomladi, med aprilom in majem ter pozimi.  
 
Razlike v aktivnosti GST in AChE lahko pripišemo tudi starosti živali (Printes in 
Callaghan, 2003). Slednji so pri D. magna ugotovili, da je pri starejših osebkih nižja 
aktivnost encimov AChE in GST, kot pri mlajših. Menezes in sod. (2006) poročajo, da je 
bila aktivnost AChE v laboratorijskem poskusu pri 9 ºC nižja, kot pri 20 ºC. Cailleaud in 
sod. (2007) so ugotovili da je pri ceponožcu Eurytemora affinis aktivnost AChE, po 
prilagoditvi na novo temperaturo vode, najvišja pri 11 ºC, ni pa spremembe med začetno in 
končno aktivnostjo AChE pri 4 ºC, 18 ºC in 25 ºC. Najnižje aktivnosti AChE po adaptaciji 
so bile pri 25 ºC. Aktivnost AChE pri školjki Mytilus sp se je in situ višala sorazmerno z 
višanjem temperature (Pfeifer in sod., 2005). Escartín in Porte (1997) sta predpostavila, da 
se aktivnost AChE pri školjki Mytilus galloprovincialis veča s temperaturo v 
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neonesnaženih vodah. Variacije v aktivnosti AChE pri školjkah Ruditapes decussatus in 
Mytilus galloprovincialis so bile rezultat onesnaženja in okoljskih pogojev, ki se 
spreminjajo glede na letni čas (Delalli in sod., 2001). Reproduktivni cikel in s tem 
povezani pogoji vplivajo na razlike v aktivnosti AChE in GST pri školjkah Mytilus edulis 
in Macoma balthica (Leiniö in Lehtonen, 2005).  
 
3 MATERIAL IN METODE 
3.1 LOKACIJI VZORČENJA 
3.1.1 Močvirnati predel gozda blizu Nacionalnega inštituta za biologijo 
Na zadnji strani Nacionalnega inštituta za Biologijo (NIB), blizu čebeljih panjev Oddelka 
za biologijo, se nahaja manjši močvirnati predel gozda. Če so temperature visoke, lahko 
voda poleti presahne. Močvirje je polno razpadajočega listnega materiala dreves iz okolice. 
Notri raste nekaj helofitov, ki se pozimi posušijo. Drevesa v okolici so večinoma črne jelše 
(Alnus glutinosa), ki v času zelenenja zasenčijo močvirje. Ker je voda plitka, je 
temperatura skozi leto zelo odvisna od temperature okolice. Vzorčno mesto je bilo enako 
kot v magistrstkem delu Davida Škufca (2016) ter je opisano v Jemec in sod. (2017). 
 
3.1.2 Pivški rokav Planinske jame  
Vzorčili smo v kraku podzemeljske Pivke, nekoliko stran od glavnega toka reke, ki ga 
doseže samo ob višjem vodostaju. Substrat na tem mestu vzorčenja so pesek, kamni in 
malo organskega materiala. Vzorčno mesto je bilo enako kot v magistrstkem delu Davida 
Škufca (2016) ter je opisano v Jemec in sod. (2017). 
 
3.2 IZVEDBA POSKUSOV S POVRŠINSKO POPULACIJO 
Poskus smo izvajali v treh steklenih petrijevkah s premerom 20 cm. Imeli smo tri različne 
kombinacije svetlobnih in temperaturnih parametrov (režimov). Pri prvem režimu je 
poskus potekal v jamskih pogojih (11°C in neprestana tema). V drugem režimu so bili raki 
na površinskih pogojih z nižjo temperaturo (11 °C in dnevno nočni svetlobni cikel - 16 ur 
svetlobe, 8 ur teme). V tretjem režimu pa so bili raki na površinskih pogojih z višjo 
temperaturo (21 °C in dnevno nočni svetlobni cikel - 16 ur svetlobe, 8 ur teme). 
 
Prvi dan smo šli na teren, kjer smo nabrali vodne osličke in vodo v močvirnatem predelu 
gozda v bližini Nacionalnega inštituta za biologijo. Obuli smo si gumijaste škornje in z 
vodno mrežo na večih mestih v močvirju delali manever osmice malo pod gladino vode, da 
ne bi zajeli preveč razpadajočega organskega materiala iz dna. Po približno petih osmicah 
smo najprej odstranili večje kose odpadnega materiala. Nato smo po gladini pomakali dno 
mreže, da smo se znebili še manjših delcev in izvihali mrežo v lavor, ki smo ga pred tem 
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napolnili z vodo iz močvirja. Ta postopek smo ponovili na različnih mestih. Dvajset 
vodnih osličkov smo na mestu vzorčenja prenesli vsakega v svojo epico, jih dali v izolirno 
škatlo, narejeno iz stiroporja, napolnjeno z ledom in takoj odnesli v zamrzovalnik na -20 
°C. Meritve encimske aktivnosti teh dvajset vodnih osličkov smo uporabili kot kontrolo iz 
okolja. V laboratoriju smo odbrali 180 vodnih osličkov, ki so bili veliki med 5 mm in 8 
mm, ker smo hoteli mlade odrasle osebke. V vsako stekleno posodo smo dali vodo iz 
terena, z vodoodpornim flomastrom označili rob do kamor je segala voda ter 60 vodnih 
osličkov. V laboratorijskih poskusih smo jih hranili z odpadlimi listi črne jelše (Alnus 
glutinosa), ker ta vrsta drevesa na lokaciji prevladuje in zato, ker smo tudi v literaturi 
zasledili, da so vodne osličke hranili z listi jelše (Maltby, 1991; Lagerspetz in Bowler, 
1993; Bloor, 2011). Tri liste smo razrezali na enake tretjine ter jih razdelili po posodah 
tako, da je na koncu vsaka posoda imela tretjino vsakega lista. V speleobiološkem 
laboratoriju (temperatura 11 ºC) smo s črnim plastičnim platnom svetlobno izolirali polico 
in montirali luč z žarnico OSRAM L 18W/954 lumilux deluxe Daylight, ki sveti v spektru 
dnevne svetlobe s 1200 lumni. Luč smo montirali še v akvarijski sobi, kjer je bila 
temperatura zraka 20 ºC.  Nato smo dali vsako posodo na svoje mesto, delno pokrili s 
pokrovom tako, da je bilo nekaj prostora za zrak in začeli poskus.  
 
Za prvi laboratorijski poskus smo vzorčili 23. 2. 2016 in ga izvajali do 15. 3. 2016. Za 
drugi poskus pa smo vzorčili 5. 5. 2016 in ga izvajali do 26. 5. 2016. Pri prvem poskusu 
smo naslednji dan opazili, da se je voda v drugem režimu laboratorijskih pogojev segrela 
na 15 °C, ker smo uporabljali volframovo žarnico. Naslednji dan smo jo zamenjali z 
neonsko žarnico, ki žari s spektrom dnevne svetlobe (OSRAM L 18W/954 lumilux deluxe 
Daylight). To je do naslednjega dne stabiliziralo temperaturo na povprečno 10,8 °C. Za 
vzdrževanje poskusa smo vsak teden iz vsake posode odvzeli 18 - 20 vodnih osličkov, 
vsakega prenesli v svojo epico, jih dali na led in nato zamrznili v skrinji na -20 °C za 
nadaljnjo analizo. Po odvzemu vodnih osličkov smo zamenjali hrano in preverili, če je 
potrebno dodati vodo. Nato smo posode dali nazaj, da je poskus tekel naprej. Poskus je 
trajal tri tedne. 
 
Ker smo vzorčili zajetno število vodnih osličkov, ob nastavitvi laboratorijskih 
eksperimentov nismo imeli časa določati spola, ki sploh pri manjših (mlajših) odraslih 
vodnih osličkih neurjenemu očesu ni vedno očiten samo po sekundarnih spolnih znakih. 
Spol in svežo maso vzorcev smo določili pred vsako homogenizacijo in encimsko analizo. 
 
3.3 POSKUS Z JAMSKO POPULACIJO 
Jamsko populacijo smo vzorčili 24. 5. 2017 v vodnem kotličku ob toku reke Pivke v 
Planinski jami po enakem postopku z vodno mrežo, škornji in jamsko opremo. V jami ni 
rastlinja, zato smo s pomakanjem spodnje polovice mreže na vodno gladino odstranjevali 
mulj in pesek. Petnajst vodnih osličkov smo takoj dali v epice in na led v izolirano škatlo, 
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ostale pa smo shranili v plastenki in jih skupaj z vodo vzeli za laboratorijski poskus. Ko 
smo se vrnili v laboratorij smo vzorce na ledu prenesli v zamrzovalnik na -20 °C. Ostale 
smo razdelili na dve stekleni petrijevki za izvedbo poskusa v dveh režimih. V prvo posodo 
smo dali 24 osebkov na simulirane jamske pogoje (11 °C in tema), kot pri prvem režimu 
pri poskusih s površinsko populacijo. V drugo pa smo dali 24 osebkov, ki smo jih imeli na 
simuliranih površinskih pogojih z višjo temperaturo (20 °C in dnevno nočnem ciklu 
svetlobe - 16 ur svetlobe, 8 ur teme), enako kot tretji režim pri poskusih s površinsko 
populacijo. Pri poskusih z jamskimi populacijami režima z 11 °C in dnevno nočnem ciklu 
svetlobe nismo izvedli, ker smo želeli za namen poskusa žrtovati čim manjše število 
jamskih živali. Za hrano smo uporabili tri liste črne jelše narezane na polovice, tako da je 
bila v vsaki petrijevki polovica vsakega lista. 
Po sedmih dneh smo od obeh odvzeli 12 vodnih osličkov, jih dali vsakega v svojo epico in 
zamrznili. Na petnajsti dan (8. 6. 2017) smo odvzeli in zamrznili še preostale in s tem 
zaključili ta del poskusa. Poskus smo končali po dveh tednih, ker smo opazili povečano 
smrtnost osebkov na 20 °C in dnevno nočnem ciklu svetlobe.  
 
3.4 MERITVE ENCIMOV 
3.4.1 Predpriprava na merjenje encimske aktivnosti 
3.4.1.1 Priprava 50 mM kalijev-fosfatnega pufra, pH 7,0 in 6,5. 
Kalijev fosfatni pufer, od zdaj naprej krajšamo kot K-P pufer, smo pripravili tako, da smo 
najprej namešali vodni raztopini dikalijev fosfat (50 mM K2HPO4, šibka baza; Sigma) in 
monokalijev fosfat (50 mM KH2PO4, šibka kislina; Sigma). Nato smo v stekleno čašo 
prelili raztopino K2HPO4 (baza) in jo postavili na magnetni mešalnik, ki smo ga nastavili 
na 500 - 600 rpm. Ob neprestanem mešanju smo bazi (K2HPO4) počasi dodajali kislino 
(KH2PO4) in odčitavali pH, dokler nismo dobili raztopino s pH vrednostjo 7,0. Ta postopek 
smo ponovili zato, da smo namešali še K-P pufer s pH vrednostjo 6,5.   
 
3.4.1.2 Priprava Ellmanovega reagenta 
Pripravili smo 250 mM K-P pufer, pH 7,4. Zatehtali smo 91 mg 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzoata (Sigma) ter 37,5 mg natrijevega hidrogenkarbonata, NaHCO3 ter ju raztopili 
v 100 mL 250 mM K-P pufra, pH 7,4. Raztopino smo dopolnili z deionizirano destilirano 
vodo do 1 L in shranili v temni steklenici v hladnem prostoru.  
 
3.4.1.3 Priprava vzorcev za merjenje aktivnosti encimov 
Najprej smo odmrznili vzorec živali na papirnati brisači zato, da smo popivnali vodo. Nato 
smo določili spol. Če spol ni bil očiten po sekundarnih spolnih znakih smo ga določili pod 
stereolupo. Svežo 1,5 ali 2 ml epruveto smo vnaprej stehtali in postavili maso na tehtnici 
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(Sartorius MC 210 P)  na 0 mg. Nato smo stehtali vzorec živali. Epice z vzorci smo hranili 
na ledu. Homogenizirali smo v steklenih mikrocentrifugirkah, ki smo jih dali v stekleno 
čašo napolnjeno z ledom. Homogenizacija je potekala 1 minuto v 650 µL 50 mM K-P 
pufra (pH 7,0) pri 400 - 450 rpm s homogenizatorjem (ULTRA-TURRAX IKA T10 basic). 
Vzorce smo po homogenizaciji prenesli v epruvete in jih hranili na ledu. 
 
Nato smo vzeli homogenizirane vzorce in jih 20 minut centrifugirali v centrifugi, shlajeni 
na 4 °C, s centrifugalnim pospeškom 16000 g. Po centrifugiranju smo v nove epruvete 
previdno odpipetirali ves supernatant (supernatant 1). Epruvete s supernatantom 1 in 
epruvete s peletom smo postavili nazaj na led. Nato smo namešali 0,5 % Triton X-100 v/v 
(Sigma) v K-P pufru (pH 7,0, 50 mM). Pelet smo resuspendirali v 300 µL K-P pufra (pH 
7,0) z 0,5 % Tritonom X-100 in nato na ledu inkubirali vsaj 30 minut. Po inkubaciji smo 
zopet 20 minut centrifugirali na 16000 g pri 4 °C. Po centrifugiranju smo supernatant 
(supernatant 2) prenesli v novo epruveto, shranili na ledu in zavrgli epruvete s peletom.  
Supernatant 1 smo uporabili za merjenje aktivnosti GST in vodotopne frakcije AChE. 
Supernatant 2 pa smo uporabili za merjenje aktivnosti detergentne frakcije AChE. 
 
3.4.2 Merjenje aktivnosti encimov 
3.4.2.1 AChE 
AChE smo merili z metodo, ki so jo leta 1961 razvili Ellman in sod. Ta metoda je bila 
prirejena za mikrotitrske plošče (Jemec in sod. 2007). Pred začetkom pipetiranja smo v 10 
mL Ellmanovega reagenta zamešali 20 µL 1M Acetiltioholinklorida (AChCl; Sigma). 
 
V luknjico mikrotitrske plošče (96- mestne) smo nanesli 50 µL vzorca in 50 µL K-P pufra 
(50 mM, pH 7,0). Za slepi poskus smo namesto vzorca uporabili 50 µL K-P pufra z 0,5 % 
Tritona (50 mM, pH 7,0). Za vsak vzorec in za slepi poskus smo naredili tri ponovitve. 
Mikrotitrske plošče smo svetlobno izolirali. Kinetične meritve absorbance smo opravljali z 
mikročitalcem (v prvem poskusu Zenyth 3100, v drugem in tretjem poskusu pa smo zaradi 
okvare Zenytha uporabljali Biotek CYTATION3). Pred začetkom meritve smo z 
multikanalno avtomatsko pipeto v vsako luknjo dodali še 100 µL mešanice Ellmanovega 
reagenta in substrata (AChCl). V prvem poskusu smo izvajali 20 minutne meritve 
absorbance pri valovni dolžini 405 nm s 30 sekundnim intervalom, v drugem in tretjem 
poskusu pa z minutnim intervalom, zaradi tehnične omejitve naprave. 
 
3.4.2.2 GST  
Aktivnost GST smo merili po metodi Habig in sod. (1974), ki je bila prilagojena za 
mikrotitrske plošče (Jemec in sod., 2007). Vsak dan smo si pred meritvijo pripravili sveži 
raztopini 4 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) in 4 mM reduciranega glutationa 
(GSH). 
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3.4.2.3 Priprava raztopine CDNB 
Najprej smo pripravili 50 mM raztopino tako, da smo 10 mg kristalov CDNB (Sigma) 
raztopili v 1 ml 96 % etanola in nato 12,5x redčili s K-P pufrom (50 mM, pH 6,5), da smo 
dobili 4 mM raztopino CDNB. Epruveto z raztopino smo zavili v aluminijasto folijo in 
shranili na ledu.  
 
3.4.2.4 Priprava raztopine reduciranega glutationa (GSH) 
Najprej smo pripravili 40 mM raztopino, tako da smo 12,3 mg reduciranega glutationa 
(Sigma) raztopili v 1 ml K-P pufra (50 mM, pH 6,5), nato pa smo 10x redčili, da smo 
dobili 4 mM raztopino GSH. Epruveto z raztopino smo zavili v aluminijasto folijo in 
shranili na ledu.  
 
3.4.2.5 Merjenje aktivnosti GST 
Na mikrotitrsko ploščo smo nanesli 50 µL 50 mM K-P pufra (pH 6,5), 50 µL 4 mM 
CDNB,  50 µL vzorca (supernatant 1) ter takoj pred začetkom meritve še substrat - 50 µL 4 
mM GSH. Za vzorec v slepem poskusu smo uporabili 50 µL 50 mM K-P pufra (pH 7,0). 
Za vsak vzorec smo naredili tri ponovitve. Absorbanco smo merili 5 minut pri valovni 
dolžini 340 nm vsake 30 s (poskus 1) in vsake 60 s (poskus 2, 3).  
 
3.5 MERITEV VSEBNOSTI PROTEINOV 
Koncentracijo proteinov v vzorcu smo merili z bikinkonično kislino (BCA), glede na 
navodila ponudnika (Pierce BCA protein assay kit). Kot referenčne vrednosti (standard) za 
določitev koncentracije proteinov iz absorbance smo uporabili goveji serumski albumin - 
BSA standard (Sigma), ki smo ga pripravili tako da smo vsak dan pred meritvami 
razredčili 10 µL 200 mg/mL BSA (založna koncentracija) v 990 ml bidestilirane vode, da 
smo dobili koncentracijo 2 mg/mL BSA. Nato smo naredili 1:1 redčitveno vrsto z 
bidestilirano vodo, da smo dobili še koncentracije 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml in 
0,125 mg/ml. Pred vsakim merjenjem smo pripravili še mešanico Pierce BCA reagenta A 
in B, v razmerju A:B = 50:1 (Pierce BCA protein assay kit). 
 
Na mikrotitrsko ploščo smo nanesli 20 µL slepega vzorca (K-P pufer, pH 7,0 za GST in z 
dodatkom Tritona za AChE), BSA standardov ter vsakega vzorca (supernatanti 
homogenatov). Vse smo nanesli v treh ponovitvah. Nato smo z avtomatsko multi-kanalno 
pipeto čim hitreje nanesli v vsako jamico na plošči 200 µL Pierce BCA reagenta. Tako 
smo imeli v vsaki jamici 20 µL vzorca in 200 µL BCA reagenta. Nato smo mikrotitrske 
plošče pokrili, jih zavili v aluminijasto folijo in jih dali inkubirati na 37 °C za 30 minut. Po 
inkubaciji smo opravili točkovno meritev absorbance pri valovni dolžini 550 nm z 
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mikročitalcem Dynex Revelations. Absorbanco bi morali meriti pri 562 nm, vendar smo 
zaradi tehnične omejitve mikročitalca Dynex merili pri 550 nm.  
 
3.6 ANALIZA REZULTATOV 
Spodaj opisane izračune smo pripravili v programu Microsoft Office Excell 2003. 
 
3.6.1 Izračun koncentracije proteinov 
Iz rezultatov absorbanc BSA proteinskega standarda smo v Microsoft Excelu izrisali 
trendno črto umeritvene krivulje, iz katere smo razbrali začetno vrednost (n) in smerni 
koeficient (k). Standard je narejen tako, da koncentracija 2 mg/mL pomeni absorbanco 2,0. 
Koncentracijo proteinov smo določali tako, da smo od izmerjene absorbance odšteli 
začetno vrednost premice (n) in rezultat delili s smernim koeficientom trendne črte 
umeritvene krivulje (1). Enačba umeritvene krivulje za določanje koncentracije proteinov 
je  
  
 c = (A – n)/k                              … (1) 
 
3.6.2 Izračun aktivnosti AChE 
Aktivnost AChE smo računali tako, da smo odšteli od vrednosti absorbance pri peti minuti  
vrednost absorbance pri četrti minuti, da smo dobili spremembo absorbance v eni minuti.  
Po metodi, ki so jo razvili Ellman in sod. (1961) smo encimsko aktivnost merili s 
povišanjem rumene obarvanosti (absorbance) zaradi reakcije tioholina (produkt, ki nastane 
z encimsko hidrolizo acetiltioholina na acetil in tioholin) z anionom 5-tio-2-nitro-
benzojske kisline. Nato smo po Beer-Lambertovem zakonu izračunali množino nastalega 
produkta. Beer-Lambertov zakon (2) opisuje razmerje med absorbanco, ekstinkcijskim 
koeficientom, dolžino optične poti, ki jo opravi žarek in koncentracijo snovi v raztopini 
(Swineheart 1962).  
 
 A = ε*b*c                 ... (2) 
 
Ekstinkcijski koeficient za anion 5-tio-2-nitro-benzojske kisline, pri valovni dolžini 412 
nm, je 13600 cm-1 M-1 (Ellman in sod., 1961). Dolžina optične poti pri naših vzorcih je bila 
0,6 cm, koncentracija proteinov v vzorcu pa je bila preračunana glede na volumen vzorca 
(50 µL) iz koncentracije celokupnih proteinov. Aktivnost AChE smo izrazili kot nmol 
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3.6.3 Izračun aktivnosti GST 
 
Aktivnost GST smo računali tako, da smo odšteli od vrednosti absorbance pri četrti minuti 
vrednost absorbance pri tretji minuti, da smo dobili spremembo absorbance v eni minuti. 
Nato smo po Beer-Lambertovem zakonu izračunali množino nastalega produkta. 
Ekstinkcijski koeficient za dinitrofenil-tioeter, pri valovni dolžini 340 nm, je 9600 cm-1 M-1 
(Habig in sod., 1974). Aktivnost GST smo izrazili kot nmol dinitrofenil-tioetra, ki nastane 
v minuti na mg proteina v vzorcu (nmol min-1 mg prot.-1). 
 
3.6.4 Statistična obdelava podatkov 
Statistično analizo smo izvedli v programu OriginPro 8.0 podjetja OriginLab. Prav tako 
smo z vgrajenimi funkcijami tega programa  grafično prikazali rezultate. Odločili smo se 
za neparametrično statistično analizo dveh neodvisnih vzorcev z Mann-Whitneyevim 
testom, ker naši podatki niso ustrezali predpostavkam parametričnih testov. Kot statistično 
značilne razlike smo določili tiste, ki so imeli p vrednost manjšo od 0,05 (p < 0,05).  
 
3.6.4.1 Grafični prikaz 
Za grafični prikaz rezultatov smo uporabili t.i. okvir z ročaji (Frigge in sod. 1989) (ang. 
box and whiskers plot ali box chart), ki načeloma določa 5 točk: pogojni minimum 
(vrednosti znotraj intervala 1,5 kvartilnega razmika od prvega kvartila), prvi kvartil, drugi 
kvartil (mediana), tretji kvartil in pogojni maksimum (vrednosti znotraj intervala 1,5 
kvartilnega razmika od tretjega kvartila). Aritmetična sredina je označena s črnim 
kvadratom (■), sredinska črta v okviru predstavlja mediano, spodnji in zgornji rob okvira 
pa prikazujeta prvi in tretji kvartil. Pogojni minimum in pogojni maksimum določata 
spodnji in zgornji ročaj. Osamelci so definirani kot vrednosti izven intervala 1,5 
kvartilnega razmika od prve ali tretje mediane in so označeni s črtico (-). Za grafični prikaz 
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4.1 SPOLNA IN MASNA SESTAVA VZORČENIH POPULACIJ 
V vseh treh laboratorijskih poskusih skupaj smo imeli pred analizo aktivnosti encimov 400 
vodnih osličkov, 275 samic in 125 samcev. V prvem vzorcu površinske populacije smo 
imeli 155 samic in 27 samcev, v drugem vzorčenju površinske populacije smo imeli 105 
samic in 53 samcev, pri vzorčenju jamske populacije pa smo imeli 15 samic in 45 samcev. 
Na sliki 1 vidimo, da se razmerje samcev in samic v površinski populaciji razlikuje glede 
na čas vzorčenja. Prav tako se razlikuje spolno razmerje med površinsko in jamsko 
populacijo. V površinski populaciji smo v prvem vzorcu imeli veliko večino samic, v 
drugem vzorcu pa smo imeli v vzorcu tretjino samcev. V nasprotju s površinsko populacijo 
smo v jamskem vzorcu imeli večino samcev. 
 
Slika 1: Razmerje samcev in samic v prvem poskusu (Poskus 1, površinski raki, N = 182, vzorčeno 23. 2. 
2016), drugem poskusu (Poskus 2, površinski raki, N = 158, vzorčeno 5. 5. 2016) ter v tretjem poskusu 
(Poskus 3, jamski raki, N = 60, vzorčeno 24. 5. 2016). 
 
Preglednica 1: Prikaz smrtnosti organizmov med laboratorijskimi poskusi. 
 
Poskus Lab. razmere Smrtnost (%) 
1. (23. 2. 2016) 
Tema 0 
11 ºC, 16:8 ur sv.:tema 0 
20 ºC, 16:8 ur sv.:tema 0 
2. (5. 5. 2016) 
Tema 0 
11 ºC, 16:8 ur sv.:tema 0 
20 ºC, 16:8 ur sv.:tema 1,7 
3. (24. 5. 2017) 
Tema 0 
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V prvem poskusu v laboratoriju ni umrlo nič organizmov (Preglednica 1). V drugem 
poskusu nam je umrlo 1,7 % organizmov izpostavljenih razmeram 20 ºC in dnevno-nočni 
svetlobni cikel. V tretjem poskusu, ki je bil izveden z jamskimi vodnimi oslički pa nam je 
na dnevno-nočnem svetlobnem ciklu pri 20 ºC umrlo 12,5 % organizmov. Površinski vodni 
oslički iz prvega vzorca (23. 2. 2016) so imeli nižjo maso od površinskih vodnih osličkov 
iz drugega vzorca (5. 5. 2016) ter od jamskih vodnih osličkov (Slika 2). Med svežo maso 
spomladanskih površinskih in jamskih organizmov ni bilo statistično značilnih razlik (p < 
0,05; Mann-Whitney test). 
 
Najvišjo povprečno svežo maso so imeli površinski vodni oslički v spomladanskem 
vzorčenju (5. 5. 2016).   
 
Slika 2: Grafikoni kvartilov, ki prikazujejo sveže mase vodnih osličkov iz vzorcev, ki so bili zamrznjeni in 
situ ob vseh treh vzorčenjih. Število vzorcev N = 54. Simbol (*) predstavlja statistično značilno (p < 0,05; 
Mann-Whitneyev test) razliko od prvega vzorčenja (23. 2. 2016), (-) so osamelci. 
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4.2 VPLIV SVETLOBNEGA REŽIMA IN TEMPERATURE NA AKTIVNOST 
ENCIMOV AChE 
4.2.1 Površinski osebki 
Pri laboratorijskih poskusih s površinsko populacijo vodnih osličkov, se je aktivnost AChE 
osličkov v laboratoriju spremenila glede na aktivnost prostoživečih osličkov. Razlike so se 
pojavljale tako glede na svetlobno-temperaturni režim, opazovani teden, kot tudi glede na 
datum odvzema živali iz narave.  
 
V prvem eksperimentu (slika 3) so imeli oslički, ki smo jih vzorčili po enem tednu v 
jamskem laboratorijskem okolju višjo AChE aktivnost, kot prostoživeči oslički. Pri 
površinskih laboratorijskih razmerah, pa smo po prvem tednu osličkom izmerili nižjo 
aktivnost AChE, kot pri prostoživečih osličkih. Razlike smo opazili tudi, ko smo primerjali 
aktivnosti AChE osličkov glede na opazovani teden.  
 
Slika 3: Grafikoni kvartilov, ki predstavljajo specifično aktivnost AChE v nmol min-1 mg prot.-1 iz 
laboratorijskega poskusa s površinsko populacijo vodnega oslička, ki je bila vzorčena 23. 2. 2016. N = 173. 
Simbola (* in a) predstavljata statistično značilno (Mann-Whitneyev test, p < 0,05) razliko: (*) od 'iz okolja'; 
(a) od '1. teden'. (-) so osamelci. 'Iz okolja' na x osi pomeni aktivnost AChE osebkov iz dneva vzorčenja. 
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Ko smo vodne osličke iz površinske populacije drugega vzorčenja (5. 5. 2016) (slika 4) 
prenesli v laboratorij, smo opazili razlike v aktivnosti AChE glede na aktivnost 
prostoživečih osličkov. Razlike v aktivnosti AChE vodnih osličkov smo opazili tudi glede 
na opazovani teden pri obeh režimih s temperaturo vode 11 ºC.  Pri laboratorijskem režimu 
20 ºC in dnevno-nočni cikel ni bilo opaženih razlik aktivnosti encimov AChE osličkov 
glede na opazovani teden.  
 
Slika 4: Grafikoni kvartilov, ki predstavljajo specifično aktivnost AChE v nmol min-1 mg prot.-1 iz 
laboratorijskega poskusa s površinsko populacijo vodnega oslička, ki je bila vzorčena 5. 5. 2016. N = 156. 
Simboli (*, a, b) predstavljajo statistično značilno (Mann-Whitneyev test, p < 0,05) razliko v aktivnosti 
AChE: (*) od 'Iz okolja'; (a) od '1. teden'; (b) od '2. teden'. (-) so osamelci. 'Iz okolja' na x osi pomeni 
aktivnost AChE osebkov iz dneva vzorčenja. 
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4.2.2 Jamski osebki 
Vodnim osličkom jamske populacije, ki smo jih iz okolja prenesli v laboratorij s 
simuliranimi jamskimi razmerami se aktivnost encimov AChE po enem ali dveh tednih ni 
spremenila glede na vrednosti dobljene v organizmih nabranih v okolju. V nasprotju s tem, 
so imeli oslički, ki so bili izpostavljeni dnevno-nočnemu ciklu ter 20 °C po enem tednu in 
po dveh tednih statistično značilno (Mann-Whitneyev test, p < 0,05) povečano AChE 
aktivnost v primerjavi s prostoživečimi oslički. Ko smo primerjali aktivnost AChE znotraj 
laboratorijskih režimov po 1 in 2 tednih nismo opazili statistično značilnih razlik (Mann-
Whitneyev test, p < 0,05). 
 
Slika 5: Grafikoni kvartilov predstavljajo specifično aktivnost AChE v nmol min-1 mg prot.-1 iz 
laboratorijskega poskus z jamsko populacijo vodnih osličkov, ki je bila vzorčena dne 24. 5. 2017. N = 55. 
Simbol (*) predstavlja statistično značilno razliko (Mann-Whitneyev test, p < 0,05) od skupine 'Iz okolja', ki 
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4.3 VPLIV SVETLOBNEGA REŽIMA IN TEMPERATURE NA AKTIVNOST GST 
Pri prvem poskusu s površinsko populacijo vodnega oslička je aktivnost GST v 
laboratoriju konsistentno padla glede na aktivnost GST prostoživečih osličkov. Pri poskusu 
s spomladansko generacijo nismo ponovili rezultata. Vrednosti GST so bile domala enake.  
 
Pri poskusu s površinskimi vodnimi oslički, ki smo jih vzorčili 23. 2. 2016 (Slika 6) smo 
znotraj laboratorijskih režimov opazili, da je bila aktivnost GST v jamskih razmerah po 
dveh in treh tednih višja od aktivnosti GST po enem tednu. Pri dnevno-nočnem ciklu pa je 
bila aktivnost GST vodnih osličkov po dveh in treh tednih nižja kot po enem tednu. 
 
 
Slika 6: Grafikoni kvartilov, predstavljajo specifično aktivnost GST v nmol min-1 mg prot.-1 iz 
laboratorijskega poskusa s površinsko populacijo vodnega oslička, ki je bila vzorčena 23. 2. 2016. N = 178. 
Različni simboli (* in a) predstavljajo statistično značilne (Mann-Whitneyev test, p < 0,05) razlike v 
aktivnosti GST: (*) od 'Iz okolja', (a) od '1. teden. (-) so osamelci. 'Iz okolja' na x osi pomeni aktivnost AChE 
osebkov iz dneva vzorčenja. 
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Pri poskusu s površinskimi vodnimi oslički, ki smo jih vzorčili 5. 5. 2016 v laboratoriju 
skoraj ni bilo sprememb v aktivnosti GST. Edina statistično značilna (Mann-Whitneyev 
test, p < 0,05) razlika je bila opažena pri vodnih osličkih po treh tednih v simuliranih 
jamskih razmerah glede na aktivnost prostoživečih osličkov.  
 
Slika 7: Grafikoni kvartilov, predstavljajo specifično aktivnost GST v nmol min-1 mg prot.-1 iz 
laboratorijskega poskusa z površinsko populacijo vodnega osličja, ki je bila vzorčena 5. 5. 2016. N = 153. 
Simbol (*) predstavlja statistično značilno (Mann-Whitneyev test, p < 0,05) razliko v aktivnosti GST od 
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Vodni oslički jamske populacije, ki smo jih vzorčili 24. 5. 2017 (slika 8) so imeli po enem 
tednu v laboratoriju na simuliranih jamskih razmerah nižjo aktivnost encimov GST, kot 
tisto izmerjeno prostoživečim osebkom. Vodni oslički, ki so bili v laboratoriju 
izpostavljeni dnevno-nočnemu ciklu in 20 ºC so imeli po dveh tednih nižjo aktivnost GST, 
kot prostoživeči oslički. 
 
Slika 8: Grafikoni kvartilov, predstavljajo specifično aktivnost GST v nmol min-1 mg prot.-1 iz 
laboratorijskega poskusa z jamsko populacijo vodnega oslička, ki je bila vzorčena 24. 5. 2017. N = 58. 
Različni simboli predstavljajo statistično značilne (Mann-Whitneyev test, p < 0,05) razlike v aktivnosti GST: 
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Asellus aquaticus oz. vodni osliček je sladkovodni enakonožni rak, ki je široko razširjen po 
skoraj vseh vodotokih in stoječih vodnih telesih v bližini vodotokov po Evropi. V zadnjem 
desetletju se uveljavlja kot modelna vrsta za raznovrstne študije na področju ekologije 
voda, toksikologije in evolucije.  
 
Jemec in sod. (2017) so primerjali aktivnost AChE in GST v jamskih in površinskih 
populacijah vodnega oslička. Odkrili so, da je pri površinskih populacijah aktivnost AChE  
2,5 do 6-krat višja, aktivnost GST pa do 2,5-krat višja, kot pri jamski. Avtorji so 
predlagali, da je to verjetno posledica nižje stopnje metabolne aktivnosti jamske 
populacije. V istih populacijah v različnih letnih časih niso opazili razlik v aktivnosti 
AChE. Opisali pa so nihanja v aktivnosti GST, ki so bila manjša v jamski populaciji, kot v 
površinskih. Laboratorijski poskusi za našo magistrsko nalogo so bili izvedeni z namenom, 
da bi poskusili določiti vzrok za opaženo nihanje aktivnost AChE in GST na različnih 
lokacijah in v različnih letnih časih. Zanimalo nas je kako svetloba in temperatura, kot 
spremenljiva okoljska faktorja vplivata na izražanje aktivnosti encimov AChE in GST v 
površinski in jamski populaciji vodnega oslička.  
 
5.1 SPOLNA IN MASNA STRUKTURA POPULACIJ 
Pri prvem vzorčenju (23. 2. 2016) smo najverjetneje dobili potomce jesenske generacije 
prejšnega leta, ki je prezimila (Steel 1961; Škufca, 2016). V poskusu smo imeli več samic, 
ki so zaradi spolnega dimorfizma manjše od samcev. Za laboratorijski poskus smo izbrali 
odrasle osebke velikosti 5 - 8 mm. S tem smo poskušali preprečiti, da bi nam oslički zaradi 
starosti umirali v laboratoriju (Ridley in Thompson, 1979; Hasu in sod. 2008). Ker med 
vzorčenjem za drugi poskus (5. 5. 2016) nismo zajeli veliko mladičev, smo pa zajeli večje 
samice in večje samce, sklepamo, da smo ujeli osebke iz spomladanske generacije (Steel, 
1961; Økland, 1978). Glede na literaturo (Steel, 1961; Økland, 1978; Ridley in Thompson, 
1979) bi morali dobiti veliko ovigerih samic, ker naj bi bil aprila vrh paritvene sezone. 
Sklepamo, da so se ovigere samice skrivale v rastlinju (Ridley in Thompson, 1979). V 
prvem poskusu (23. 2. 2016) smo imeli največji delež samic. V drugem poskusu (5. 5. 
2016) smo prav tako imeli večino samic, vendar več samcev, kot v prvem. V tretjem 
poskusu pri jamski populaciji pa smo imeli večinoma samce. Xuereb in sod. (2009b) so pri 
Gammarus fossarum opisali, da aktivnost encimov AChE ni povezana s spolom, razen na 
koncu reproduktivnega cikla, ko se izležejo mladiči. V nalogi smo imeli premalo osebkov 
posameznega spola, da bi naredili statistično analizo in prišli do zaključkov.  
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V preglednici 2 smo zbrali podatke o sveži masi vodnih osličkov iz naše naloge in 
literature. Iz podatkov vidimo, da se masa vodnih osličkov zelo razlikuje glede na datum 
vzorčenja. Rezultate je zaradi tega težko interpretirati in podati jasne zaključke. Na to temo 
bi bilo potrebno še več študij, pri katerih bi spremljali stanje populacij skozi letne čase in 
različne fiziološke pogoje. 
 
Preglednica 2: Sveža masa vodnih osličkov nabranih v različnih letnih časih na istih lokacijah. SN = 
standardna napaka, Min = najnižja vrednost, Max = najvišja vrednost. 
 
Vzorčenje Lokacija Sveža masa živali [mg] Vir 
21. 10. 2015 
Ljubljana 
2,59 ± 0,85 SN Škufca (2016) 
23. 2. 2016 6,17 ± 0,28 SN Naša naloga 
18. 3. 2015 20,01 ± 1,06 SN Škufca (2016) 
5. 5. 2016 14,88 ± 1,87 SN Naša naloga 
24. 5. 2017 
Pl. jama 
11,42 ± 2,17 SN Naša naloga 
16. 7. 2015 31,01 ± 1,72 SN Škufca (2016) 
 
5.2 AKTIVNOST ENCIMOV AChE IN GST 
V poglavju materiali in metode smo omenili, da smo merili aktivnost vodotopne in 
detergentne frakcije AChE, vendar smo se po pregledu literature odločili, da predstavimo 
samo aktivnost AChE v detergentni frakciji. Tekom raziskave so namreč raziskovalci 
odkrili, da se v obeh frakcijah pojavljajo tako topni, kot membranski encimi AChE, vendar 
je delež membransko vezanih encimov v detergentni frakciji precej večji od topnih (Glavan 
in sod., 2018). Zato lahko v primeru detergentne frakcije trdimo, da smo merili predvsem 
membransko vezane AChE.  
 
V naši raziskavi se je izkazalo, da je aktivnost AChE in GST zelo odvisna od letnega časa 
ob vzorčenju površinskih populacij, saj s tem zajamemo različno stare osebke. Viarengo in 
sod. (1991) so pri školjkah Mytilus sp. opisovali sezonska nihanja antioksidantnih encimov 
in pokazali, da so imele pozimi najnižjo aktivnost antioksidantnih encimov in so bile bolj 
dovzetne oksidativnemu stresu. Solé in sod. (1995) so analizirali sezonsko spreminjanje v 
aktivnosti antioksidantnih encimov pri Mytilus galloprovincialis in ugotovili, da so imeli 
nizko aktivnost od februarja do marca, najvišjo aktivnost so imeli aprila, potem pa je 
sledilo enakomerno nižanje aktivnosti z minimumom junija. V obeh študijah so 
predpostavljali, da so variacije v aktivnosti povezane z metabolnim stanjem živali, ki je 
povezano z dostopnostjo hrane in hidrološkim ciklom, ki uravnava produktivnost na 
območju. Jemec in sod. (2017) so edini, ki so opisali razlike v aktivnosti AChE in GST pri 
vodnih osličkih v različnih letnih časih. Ugotovili so, da aktivnost GST niha glede na letni 
čas tako pri površinskih kot pri jamskih populacijah. Najvišjo aktivnost GST pri 
površinskih populacijah so izmerili poleti, najnižjo pa spomladi. Pri jamskih populacijah se 
aktivnost GST spomladi in poleti skoraj ni razlikovala, jeseni pa je bila nižja. Pri 
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površinski populaciji so najvišjo aktivnost AChE namerili poleti, najnižjo pa spomladi. Pri 
jamski populaciji pa so najvišjo aktivnost AChE dobili jeseni, najnižjo pa poleti.  
 
V naši nalogi to težko primerjamo, ker populacij nismo vzorčili ob istem času. Pretežno 
juvenilni osebki zimskega vzorčenja so imeli po prenosu v laboratorijske razmere 
večinoma zmanjšano aktivnost AChE. Odrasli spomladanski osebki pa so imeli v 
določenih primerih povišano aktivnost. Glede na rezultate Cailleaud in sod. (2007) smo 
pričakovali zvišanje aktivnosti AChE v laboratoriju. V primeru zimskega vzorčenja 
površinske populacije, ko smo zajeli pretežno juvenilne osebke, se je aktivnost GST 
osebkom po prenosu v laboratorij očitno znižala, kar je v skladu z literaturo (Menezes in 
sod., 2006; Cailleaud in sod., 2007). Nasprotno pa te spremembe nismo opazili pri odraslih 
osebkih vzorčenih spomladi. Aktivnost GST v poskusu s površinsko populacijo, vzorčeno 
23. 2. 2016 je bila pri kontroli zamrznjeni na mestu vzorčenja 1,5 - 2x višja od vseh 
meritev v laboratoriju. Znižanje aktivnosti GST zaradi prilagoditve na laboratorij so opisali 
Menezes in sod. (2006) pri kozici C. crangon, kar je najverjetneje vzrok za znižanje 
aktivnosti GST pri vseh laboratorijskih režimih, niso pa opazili sprememb pri različnih 
temperaturah. Znižanje aktivnosti GST po prenosu v laboratorij so opisali tudi Cailleaud in 
sod. (2007) pri kopepodu Eurytemora affinis. Aktivnost GST je bila v površinski populaciji 
vodnega oslička vzorčeni 23. 2. 2016 trikrat višja od aktivnosti GST površinske populacije 
vzorčene 5. 5. 2016 in jamske populacije vzorčene 24. 5. 2017.  
 
Mnogi znanstveniki so v literaturi opisali, da je aktivnost encimov povezana s starostjo 
živali (Hole in sod., 1993; Peters in Livingstone, 1996; Arun in Subramanian, 1998; 
Printes in Callaghan, 2003). Zato predvidevamo, da smo pri površinski populaciji maja 
izvajali poskus s starejšimi vodnimi oslički in zato dobili drugačne rezultate od osličkov iz 
februarskega poskusa. Glede na literaturo (Steel, 1961; Økland, 1978; Ridley in 
Thompson, 1979) smo na dan vzorčenja dobili starejšo generacijo, ki naj bi junija poginila. 
Na aktivnost AChE vpliva tudi reproduktivni cikel (Leiniö in Lehtonen 2005; Xuereb in 
sod., 2009b), vendar iz naših podatkov ne moremo razbrati, kolikšen vpliv bi lahko 
predstavljal. Za nadaljnje raziskave predlagamo izvajanje eksperimentov samo z enim 
spolom, oziroma ločiti samce in samice v ločene posode. Tako bi lahko določili, kako se 
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5.2.1 Vpliv svetlobe in temperature na aktivnost encimov AChE 
V nalogi smo rake izpostavili trem različnim laboratorijskim razmeram: jamskim (11 ºC in 
konstantna tema), površinskim z nižjo temperaturo (11 ºC in dnevno-nočni cikel svetlobe) 
ter površinskim z višjo temperaturo (20 ºC in dnevno-nočni cikel svetlobe). Pri prvem 
poskusu s površinsko populacijo (23. 2. 2016) je bila aktivnost AChE v jamskih razmerah 
po enem tednu v primerjavi z vrednostjo iz okolja višja, na površinskih razmerah pa pri 
obeh temperaturah nižja. V naslednjem tednu je bila aktivnost v temi nižja od okolja, po 
tretjem tednu pa so imeli osebki veliko večji razpon vrednosti in ni bilo jasno izraženega 
vzorca spremembe aktivnosti AChE. Na svetlobi pri obeh temperaturah je bila po drugem 
in tretjem tednu aktivnost višja, kot po prvem tednu. V drugem poskusu s površinsko 
populacijo (5. 5. 2016) je aktivnost AChE nihala, vendar brez opaznega trenda.  
 
Rezultati iz literature so različni. Cailleaud in sod. (2007) so opisali, da so imeli ceponožci 
višjo aktivnost AChE pri nižji temperaturi, Menezes in sod. (2006) pa so pri rjavi kozici 
ugotovili, da je bila aktivnost AChE višja pri višji temperaturi. Do slednjega zaključka so 
prišlii tudi Pfeifer in sod. (2005). V naši nalogi je v vseh treh laboratorijskih poskusih in v 
vseh eksperimentalnih razmerah prišlo do bolj ali manj izrazitih sprememb aktivnosti 
AChE, vendar se ni pojavil jasen trend sprememb, ki bi nakazoval očiten vpliv svetlobe 
ali/in temperature. Največje razlike smo dobili pri površinskih vodnih osličkih glede na 
starost organizmov in med površinskim in jamskim ekomorfom. Pri poskusu z jamskimi 
vodnimi oslički smo opazili višjo aktivnost AChE, v primerjavi s prostoživečimi, na 
dnevno-nočnem ciklu in 20 ºC. Issartel in sod. (2005) so pokazali, da spremembe v 
temperaturi vode na nekatere podzemne rake ne vplivajo, na nekatere pa vplivajo stresno. 
V Romuniji živi jamska podvrsta vodnega oslička A. a. infernicus v vodi, ki ima 19 ºC 
(Turk-Prevorčnik in Blejec, 1998). Možno je, da zvišana temperatura tudi na A. a. 
cavernicolus ne vpliva stresno, vendar bi bile na to temo potrebne nadaljnje raziskave.  
 
V literaturi smo zasledili korelacijo med aktivnostjo AChE in stopnjo lokomocije (Jensen 
in sod. 1997, Xuereb in sod. 2009b, Cymborowski in sod. 1970), vendar slednja povezava 
pri vodnih osličkih še ni bila prikazana. Cymborowski in sod. (1970) pri čričku Acheta 
domesticus opisujejo nižjo aktivnost AChE ob zvišani lokomociji. Jensen in sod. (1997) pri 
hrošču Pterostichus cupreus ter Xuereb in sod. (2009b) pri postranici Gammarus fossarum 
pa opisujejo zmanjšano lokomocijo ob inhibiciji encimov AChE. V literaturi smo našli tudi 
vedenjske študije, kjer so opisovali spremembe lokomocije v odzivu na svetlobo pri 
različnih vrstah rakov (Li in Cooper, 2002; Luarte in sod., 2016, Fišer in sod. 2016). Na 
podlagi tega ugotavljamo, da pri jamskih vodnih osličkih svetloba predstavljala stresni 
dejavnik, zaradi katerega so se oslički več gibali in imeli posledično višjo aktivnost AChE. 
Na to temo bi bile potrebne nadaljnje raziskave, ki bi potrdile vzročno zvezo med 
vedenjem in aktivnostjo AChE.  
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5.2.2 Vpliv svetlobe in temperature na aktivnost encimov GST  
Pri poskusu s površinsko populacijo vodnega oslička vzorčeno 5. 5. 2016 je imela 
aktivnost GST nižje vrednosti, kot pri poskusu iz prvega vzorčenja (23. 2. 2016) in zelo 
podobne v vseh laboratorijskih režimih. Edina statistično značilna razlika je bila po tretjem 
tednu v jamskih razmerah. To je pri površinski populaciji povezano z višjim 
metabolizmom med rastjo in razmnoževanjem mlajših organizmov (Peters in sod., 1994; 
Viarengo in sod. 1991; Solé in sod., 1995), pri jamski populaciji pa je to povezano z nižjo 
splošno aktivnostjo metabolizma jamskih živali (Simčič in Brancelj, 2007; Hervant in sod., 
1996, 1997, 2001, 2002; Issartel in sod., 2005).  V primeru s površinsko populacijo 
vodnega oslička vzorčeno 5. 5. 2016 je to najverjetneje posledica starosti osebkov, ker se 
aktivnost encimov pri starejših osebkih zniža in je manj odzivna na spremembe (Hole in 
sod., 1993; Peters in Livingstone, 1996; Arun in Subramanian, 1998; Printes in Calaghan, 
2003). Sklepamo, da so bili površinski vodni oslički vzorčeni 5. 5. 2016 starejši, kot tisti 
vzorčeni 23. 2. 2016 in so zato imeli nižjo in manj variabilno aktivnost GST.  
 
Pri poskusu z jamsko populacijo je aktivnost GST v temi v primerjavi z referenčno 
vrednostjo iz okolja padla, naslednji teden pa se je povišala nazaj do referenčne vrednosti. 
Na dnevno-nočnem svetlobnem ciklu in 20 ºC je bila po prvem tednu podobna referenčni 
vrednosti iz okolja, nato pa se je po drugem tednu znižala pod vrednosti iz okolja in prvega 
tedna. To se ne sklada s podatki o stopnji metabolizma zaradi vpliva svetlobe, ki sta jo 
opisala Simčič in Brancelj (2007). Pri podzemni vrsti postranice N. stygius sta opisala več 
kot 100 % povišano porabo kisika zaradi vpliva svetlobe. Zato smo pričakovali, da bodo 
jamski vodni oslički na svetlobi imeli povišano aktivnost encimov GST. 
 
Luschak in sod. (2011) so opisali, da je aktivnost GST sorazmerna s stopnjo metabolizma 
in da dvig temperature poviša stopnjo metabolizma ter posledično aktivnost GST. GST je 
zelo odziven na spremembe v okolju (Barata 2005), zato smo pričakovali bolj značilne 
odzive na svetlobo in temperaturo. Zhou in sod. (2010) so pokazali, da povišana 
temperatura vpliva na ekspresijo GST in drugih antioksidantnih encimov pri kozici 
Litopenaeus vannamei. Buikema (1972) je z eksperimentom na vodnih bolhah pokazal, da 
je poraba kisika po prilagoditvi na svetlobo padla in da juvenilne vodne bolhe niso 
spreminjale porabe kisika v odzivu na svetlobo, starejše pa so jo. V naši nalogi smo opazili 
ravno obratno, torej da se je mlajšim rakom spreminjala aktivnost GST. Eden izmed 
razlogov bi lahko bila večja potreba po antioksidantnih encimih zaradi večje aktivnosti 
metabolizma pri mlajših osebkih, vendar pa gre zgolj za enega izmed možnih vzrokov ki 
jih je potrebno še bolj natančno raziskati. V vseh treh situacijah je prišlo do bolj ali manj 
izrazitih povečanj aktivnosti GST, vendar pa se ni pojavil jasen trend sprememb, ki bi 
nakazoval očiten vpliv svetlobe ali/in temperature. 
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5.2.3 Razlike v aktivnosti encimov med površinsko in jamsko populacijo 
Pri jamski populaciji vodnih osličkov po prenosu v laboratorij nismo opazili tako izrazitih 
sprememb aktivnosti AChE in GST, kot v primeru površinskih populacij. Pričakovali smo, 
da se bo aktivnost GST jamskim organizmom po prenosu v laboratorijske razmere bistveno 
spremenila, saj je znano, da temperatura in svetloba vplivata na stopnjo metabolizma, ki 
posredno vpliva na aktivnost GST (Lushchak, 2011; Simčič in Brancelj, 2007). Naši 
rezultati kažejo, da se GST aktivnost jamskim rakom bistveno ne spremeni tudi po prenosu 
na 20 °C in dnevno-nočni svetlobni cikel. Aktivnost AChE pa je pri jamskih rakih na 
svetlobi in 20 ºC višja po obeh tednih, kar je mogoče posledica spremembe vedenja in s 
tem lokomocije, ki jo opisujejo v literaturi (Cymborowski in sod., 1970; Jensen in sod., 
1997; Li in Cooper, 2002; Xuereb in sod. 2009b; Luarte in sod., 2016; Fišer in sod., 2016).  
 
Dobljeni rezultati kažejo na razlike med odzivi površinskih organizmov iz različnih 
obdobij vzorčenja in med površinskimi in jamskimi organizmi. Glede na predstavljene 
aktivnosti encimov in obstoječo literaturo ne moremo zaključiti, kaj za jamske osebke 
fiziološko pomeni prenos v 20 °C in dnevno-nočni svetlobni cikel, smo pa opazili, da je pri 
teh razmerah umrlo 3 od 24ih (12,5 %) rakov. V literaturi smo našli podatek, da je zaradi 
svetlobe v laboratorijskem eksperimentu umrlo skoraj 70 % vseh potočnih rakov vrste P. 
digueti in so pokazali, da je svetloba vplivala na nevralne in endokrine strukture odgovorne 
za uravnavanje vedenja in metabolne funkcije. V našem primeru ne moremo ugotavljati 
razloga za smrt. V literaturi ni podatkov o življenjskem ciklu jamske populacije vodnega 
oslička in je zato možno, da smo slučajno dobili starejše osebke, ki bi umrli tudi v 
naravnem okolju. 
 
Glede na rezultate iz magistrske naloge Davida Škufca (2016) predstavljene v preglednici 
2 in 3 in opisane v Jemec in sod. (2017) smo pričakovali, da bodo aktivnosti AChE in GST 
v površinski populaciji, ki smo jo vzorčili spomladi (5. 5. 2016) znatno višje od aktivnosti 
merjenih spomladi v jamski populaciji (24. 5. 2017). Rezultati iz vira, ki so predstavljeni v 
preglednici 3 kažejo, da so imeli spomladi v površinski populaciji trikrat višjo aktivnost 
AChE in dvakrat višjo aktivnost GST. Podobno smo pričakovali tudi v naši raziskavi za 
aktivnosti GST, ker imajo jamski organizmi na splošno nižjo stopnjo metabolizma od 
površinskih (Simčič in Brancelj, 2007; Hervant in sod., 1996, 1997, 2001, 2002; Issartel in 
sod., 2005). V naših rezultatih tega nismo zasledili, ker med aktivnostjo encimov 
površinske (vzorčeno 5. 5. 2016) in jamske (vzorčeno 24. 5. 2017) populacije vodnega 
oslička ni bilo večjih razlik. Aktivnost teh dveh encimov je pri površinskih vodnih osličkih 
očitno povezana s starostjo živali. Da bi to potrdili še pri jamskih vodnih osličkih, bi bilo 
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Preglednica 3: Primerjava aktivnosti AChE dveh lokacij iz različnih obdobij. Izražena je povprečna aktivnost 
± standardna napaka 
 
Vzorčenje Lokacija Aktivnost AChE [nmol min-1mgprot-1] Vir 
21. 10. 2015 Ljubljana 15,21 ± 1,45 Škufca D., 2016 
23. 2. 2016 Ljubljana 60,75 ± 4,95 Naši podatki 
18. 3. 2015 Ljubljana 12,72 ± 0,82 Škufca D., 2016 
5. 5. 2016 Ljubljana 14,88 ± 1,87 Naši podatki 
24. 5. 2017 Pl. jama 11,42 ± 2,17 Naši podatki 
16. 7. 2015 Pl. jama 4,09 ± 0,41 Škufca D., 2016 
 
Preglednica 4: Primerjava specifične aktivnosti GST dveh lokacij iz različnih obdobij. Izražena je povprečna 
aktivnost ± standardna napaka 
 
Vzorčenje Lokacija Aktivnost GST [nmol min-1mgprot-1] Vir 
21. 10. 2015 Ljubljana 63,40 ± 3,28 Škufca D., 2016 
23. 2. 2016 Ljubljana 92,80 ± 5,62 Naši podatki 
18. 3. 2015 Ljubljana 57,93 ± 3,35 Škufca D., 2016 
5. 5. 2016 Ljubljana 31,90 ± 2,41 Naši podatki 
24. 5. 2017 Pl. jama 29,88 ± 2,67 Naši podatki 
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Z laboratorijskimi poskusi vpliva svetlobe in različnih temperatur vode na aktivnost AChE 
in GST smo ugotovili naslednje: 
 
 Aktivnost AChE in GST je zelo odvisna od letnega časa ob vzorčenju površinskih 
populacij, saj s tem zajamemo različno stare osebke.  
 
 Aktivnost GST se je površinskim osebkom vzorčenim konec zime po prenosu v 
laboratorij očitno znižala. Te spremembe nismo opazili pri starejših osebkih 
vzorčenih spomladi.  
 
 Mlajši raki, ki smo jih vzorčili konec zime so imeli po prenosu v laboratorijske 
razmere večinoma zmanjšano aktivnost AChE, starejši spomladanski raki pa so 
imeli v laboratoriju v določenih primerih povišano aktivnost.  
 
 Pri jamski populaciji vodnih osličkov po prenosu v laboratorij nismo opazili tako 
izrazitih sprememb aktivnosti AChE in GST, kot pri površinski populaciji.  
Aktivnost AChE je bila povečana v jamskih osebkih, ki so bili izpostavljeni 20 °C 
in dnevno-nočnemu ciklu svetlobe, GST aktivnost pa je bila v tem primeru 
zmanjšana.  
 
 Smrtnost jamskih rakov pri dnevno-nočnem svetlobnem ciklu in 20 ºC je bila 12,5 
%.  
 
 V nalogi smo rake izpostavili trem različnim laboratorijskim razmeram. V vseh treh 
situacijah je prišlo do bolj ali manj izrazitih povečanj aktivnosti AChE in GST, 
vendar se v nasprotju z našimi pričakovanji ni pojavil jasen trend sprememb, ki bi 
nakazoval očiten vpliv svetlobe ali/in temperature.  
 
 V nalogi nismo uspeli razložiti, ali svetloba in/ali temperatura bistveno vplivata na 
variabilnost aktivnosti AChE in GST, ki je bila predhodno opažena v osebkih 
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Asellus aquaticus oz. vodni osliček je sladkovodni enakonožni rak (Isopoda: Crustacea), ki 
je široko razširjen po skoraj vseh vodotokih in stoječih vodnih telesih v bližini vodotokov 
po celi Evropi. Najverjetneje izhaja iz severne Azije in se je po Evropi razširil po odtalitvi 
večjih ledenikov pred 8 - 12 milijoni let. Genetske raziskave kažejo, da se je po vstopu v 
Evropo po vodotokih razširil iz Panonske nižine. Je detritivorni in herbivorni organizem, ki 
sodeluje v mnogih ekoloških procesih. Zaradi svoje razširjenosti je primerna modelna vrsta 
za študije na področju ekologije voda, evolucije in ekotoksikologije.  
 
Meritve aktivnosti encimov AChE in GST postajajo vedno bolj pogosta metoda za 
ekotoksikološke študije. Ti encimi so lahko zgodnji pokazatelji onesnaženja voda. 
Nedavne raziskave so pokazale, da se aktivnosti encimov pri vodnem osličku spreminjajo 
v različnih letnih časih in populacijah (Jemec in sod., 2017). Dva okoljska faktorja, ki sta 
zelo različna v podzemlju in na površini sta temperatura vode in svetloba (Culver in Pipan, 
2009). Na površini sta spremenljiva glede na letni čas, v jami pa so značilna manjša 
temperaturna nihanja in neprestana tema. Zato nas je zanimalo če lahko razložimo opažene 
razlike v aktivnosti encimov GST in AChE s študijo vpliva temperature in svetlobe na 
površinsko in jamsko populacijo A. aquaticus. 
 
Površinsko populacijo smo vzorčili v Ljubljani, v gozdnem močvirju blizu Nacionalnega 
inštituta za Biologijo. Za mesto vzorčenja je značilno ogromno listnatega odpada dreves, 
predvsem jelš. V vodi rastejo helofiti, ki se pozimi posušijo. Površinsko populacijo smo 
vzorčili dvakrat. Prvič 23. 2. 2016 proti koncu zime in drugič sredi pomladi 5. 5. 2016. 
Jamsko populacijo smo vzorčili 24. 5. 2017, 150 m od vhoda v Planinsko jamo v vodni 
kotlici v bližini toka reke Pivke. Pri vsakem vzorčenju smo najprej nekaj osebkov dali v 
epice in na led ter jih po prenosu iz mesta vzorčenja takoj zamrznili v skrinji na -20 ºC. 
Ostale osebke smo prinesli v laboratorij, kjer smo jih izpostavili trem režimom svetlobnih 
in temperaturnih razmer. V prvem režimu smo simulirali jamske razmere (11 ºC in 
neprestana tema). V drugem režimu smo jih izpostavili 11 ºC in 16:8 urnim ciklom 
svetlobe:teme, s čimer smo simulirali površinske pogoje z nižjo temperaturo vode. V 
tretjem režimu pa smo jih izpostavili sobni temperaturi (20 ºC) in dnevno-nočnemu ciklu 
svetlobe (16:8 ur svetloba:tema). Za prehrano smo jim v testne posode namestili liste jelše. 
 
Poskusa s površinsko populacijo sta v laboratoriju potekala tri tedne, pri čemer smo vsak 
teden odvzeli 18 do 20 osebkov in jih zamrznili ter zamenjali jelšine liste v testnih 
posodah. Pri poskusu z jamsko populacijo vodnega oslička smo jih zaradi manjšega števila 
organizmov izpostavili samo jamskim razmeram ter površinskim razmeram z višjo 
temperaturo vode. Pri jamskih organizmih smo laboratorijski eksperiment zaključili po 
dveh tednih, ker smo opazili, da nam umirajo organizmi, ki smo jih izpostavili površinskim 
razmeram. 
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Aktivnost encimov AChE smo merili po metodi Ellmana in sod. (1961), aktivnost GST pa 
smo merili po metodi Habig in sod. (1974). Obe metodi sta bili prilagojeni za mikrotitrske 
plošče (Jemec in sod., 2007). Pred meritivjo encimov smo stehtali svežo maso organizmov 
in jim določili spol. Izračune aktivnosti AChE in GST smo izražali glede na vsebnost 
proteinov v vzorcih. Statistično analizo in grafični prikaz podatkov smo delali v programu 
OriginPro 8,0.  
 
Ugotovili smo, da so bile znatne razlike med aktivnostjo encimov AChE in GST 
organizmov iz različnih časov vzorčenja, zato ker smo dobili različno stare organizme. 
Površinski organizmi vzorčeni 23. 2. 2016, so bili najmlajši in so imeli najvišjo splošno 
aktivnost encimov AChE in GST. Po prenosu v laboratorij se jim je aktivnost GST očitno 
znižala. Nasprotno s tem odziva nismo opazili pri starejših površinskih organizmih 
spomladanskega vzorčenja. Površinski organizmi vzorčeni 5. 5. 2016 in jamski organizmi 
vzorčeni 24. 5. 2017 niso imeli velikih razlik v aktivnosti obeh encimov, česar glede na 
raziskavo Jemec in sod. (2017) nismo pričakovali. Pričakovali smo, da bodo jamski 
organizmi imeli drastično nižjo aktivnost obeh encimov, kot površinski, predvsem GST. 
Pri jamski populaciji vodnih osličkov, po prenosu v laboratorij nismo opazili tako izrazitih 
sprememb aktivnosti AChE in GST, kot v primeru površinskih populacij. Razlike so bile 
tudi med jamskim in površinskim ekomorfom.  
 
V nalogi smo rake izpostavili trem različnim laboratorijskim režimom. V vseh treh 
situacijah je prišlo do bolj ali manj izrazitih povečanj aktivnosti AChE in GST, vendar se v 
nasprotju z našimi pričakovanji ni pojavil jasen trend sprememb, ki bi nakazoval očiten 
vpliv svetlobe ali/in temperature. Pričakovali smo, da bodo v odzivu na svetlobo vodni 
oslički zvišali aktivnost metabolizma in s tem aktivnost encimov GST (Simčič in Brancelj, 
2007, Luschak 2011). V nasprotju z našim pričakovanjem nismo opazili, da bi bile 
spremembe aktivnosti AChE in GST v površinskih rakih v času treh tednov različne v 
različnih razmerah. V vseh treh situacijah je prišlo do bolj ali manj izrazitih povečanj 
aktivnosti AChE in GST, vendar pa se ni pojavil jasen trend sprememb, ki bi nakazoval 
očiten vpliv svetlobe ali/in temperature. V nalogi nam ni uspelo razložiti, če temperatura 
in/ali svetloba vplivata na variabilnost aktivnosti AChE in GST pri vodnih osličkih, ki je 
bila opisana v prejšnji raziskavi (Jemec in sod., 2017) 
 
Na to temo bodo potrebne naknadne raziskave, še posebej na področju vpliva spola, 
razmnoževalnega cikla in starosti vodnih osličkov različnih populacij na aktivnost 
encimskih in drugih biomarkerjov. 
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Osnovne statistike izmerjenih parametrov 
 
Preglednica A1: Specifična aktivnost AChE površinske populacije vzorčene dne 23. 2. 2016. N = št. os., SN 
= standardna napaka 
   Aktivnost AChE [nmol/min/mg]  
  N Povprečje SN Mediana 
 Okolje 20 60,74854 4,94769 62,79941 
11 ºC tema 
1. teden 18 80,56467 5,5139 86,15164 
2. teden 18 49,50894 6,04341 40,94867 
3. teden 18 67,83249 4,87734 71,30633 
11 ºC svetloba:tema 16:8 
ur 
1. teden 18 44,64137 4,92468 38,39627 
2. teden 18 69,01213 6,04449 70,32781 
3. teden 18 55,834 4,36275 57,50543 
20 ºC svetloba:tema 16:8 
ur 
1. teden 18 51,73046 6,53369 53,85926 
2. teden 18 53,80464 7,2979 56,27269 
3. teden 16 43,84254 5,24573 39,83342 
 
 
Preglednica A2: Specifična aktivnost AChE površinske populacije vzorčene 5. 5. 2016. N = št. os., SN = 
standardna napaka  
   Aktivnost AChE [nmol/min/mg]  
  N Povprečje SN Mediana 
 Okolje 19 14,87895 1,87388 12,5 
11 ºC tema 
1. teden 21 12,43333 1,51496 10,1 
2. teden 14 23,33571 2,7198 23,85 
3. teden 15 19,06667 3,22834 11,5 
11 ºC svetloba:tema 16:8 
ur 
1. teden 20 11,43 0,97165 10,55 
2. teden 14 20,05714 2,44993 21,7 
3. teden 12 14,3 2,12966 11,25 
20 ºC svetloba:tema 16:8 
ur 
1. teden 22 13,90909 1,6527 11,1 
2. teden 12 11,65833 2,15461 8,2 
3. teden 9 15,24444 3,31876 12,5 
 
Preglednica A3: Specifična aktivnost AChE jamske populacije vzorčene 24. 5. 2016. N = št. os., SN = 
standardna napaka 
   Aktivnost AChE [nmol/min/mg]  
  N Povprečje SN Mediana 
 Okolje 15 11,42 2,16652 9,2 
11 ºC tema 
Jama 1 12 13,45833 2,20844 11,15 
Jama 2 12 13,26667 1,92324 13,9 
20 ºC svetloba:tema 16:8 
ur 
Površje 
1 12 6,04167 0,74787 5,9 
Površje 
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Preglednica A4: Specifična aktivnost GST površinske populacije vzorčene dne 23. 2. 2016. N = št. os., SN = 
standardna napaka 
   Aktivnost GST [nmol/min/mg]  
    N Povprečje SN Mediana 
 Okolje 19 92,79952 5,61922 87,94465 
11 ºC tema 
1. teden 18 46,95848 2,36324 45,06905 
2. teden 18 75,37685 11,35223 64,34684 
3. teden 18 58,74147 3,69978 57,62286 
11 ºC svetloba:tema 16:8 
ur 
1. teden 19 62,02154 4,55386 57,77994 
2. teden 18 48,33891 5,30951 40,47497 
3. teden 19 45,53743 3,14176 46,19294 
20 ºC svetloba:tema 16:8 
ur 
1. teden 18 67,85003 8,01408 65,12658 
2. teden 15 58,49922 7,34592 57,63542 
3. teden 16 41,5675 4,09286 45,83248 
 
 
Preglednica A5: Specifična aktivnost GST površinske populacije vzorčene dne 5. 5. 2016. N = št. os., SN = 
standardna napaka 
   Aktivnost GST [nmol/min/mg]  
    N Povprečje SN Mediana 
 Okolje 19 31,89926 2,40521 32,31143 
11 ºC tema 
1. teden 21 35,61299 3,87717 29,6118 
2. teden 13 25,9471 2,41295 22,39303 
3. teden 15 25,18601 1,79376 21,96208 
11 ºC svetloba:tema 16:8 ur 
1. teden 19 28,65186 2,30622 27,85825 
2. teden 12 32,94196 4,72458 28,91976 
3. teden 12 28,38974 3,56693 25,72773 
20 ºC svetloba:tema 16:8 ur 
1. teden 19 35,58981 3,5826 30,77573 
2. teden 14 26,70011 3,3087 23,79727 
3. teden 9 29,26177 5,58865 24,05239 
 
 
Preglednica A6: Specifična aktivnost GST jamske populacije vzorčene dne 24. 5. 2016. N = št. os., SN = 
standardna napaka 
   
Aktivnost GST 
[nmol/min/mg]  
   N Povprečje SN Mediana 
 Okolje 15 29,88119 2,67425 26,62151 
11 ºC tema  
1. teden 11 22,3897 3,3073 20,87534 
2. teden 12 29,06176 2,51528 29,30148 
20 ºC svetloba:tema 16:8 
ur 
1. teden 12 30,92512 4,11043 27,35637 
2. teden 8 19,86407 1,81144 21,42353 
 
 
 
 
